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RESUMO.- A prevenção contra infecções causadas por 
Brucella abortus em bovinos é realizada por meio da administração das amostras vacinais B19 e RB51. Existem relatos de que estas vacinas podem causar aborto em fêmeas vacinadas. Portanto, toda a ocorrência de aborto em animais vacinados merece um estudo aprofundado sobre a causa. No Brasil, não há registro sobre a origem das amostras B19 e RB51 utilizadas na produção das vacinas comerciais. Assim, um estudo para verificar possíveis mutações em relação às amostras referência USDA B19 e USDA RB51 de B. abortus se faz necessário, devido às amostras vacinais poderem 
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reverter a sua virulência. Objetivou-se com este estudo caracterizar genotipicamente as amostras vacinais B19 e RB51 comercializadas no Brasil. A metodologia utilizada foi a genotipagem de genes marcadores destas amostras vaci-
nais, por meio da amplificação pela reação em cadeia da po-
limerase. Os resultados obtidos permitiram a identificação do genótipo das vacinas comerciais B19 e RB51 disponíveis e utilizadas em bovinos no Brasil. A ausência de mutações nas vacinas testadas corrobora com a qualidade genética das mesmas, quanto à estabilidade dos genes analisados.TERMOS DE INDEXAÇÃO: Brucella abortus, brucelose, vacina, B19, RB51, genotipagem, qualidade genética.
INTRODUÇÃOO controle de doenças infecciosas de animais no Brasil requer melhorias para atingir os padrões internacionais e aumentar a produção animal. Algumas dessas doenças, além de colocar em risco a saúde do rebanho, podem re-presentar um problema de saúde pública, como é o caso da brucelose, causada por bactérias intracelulares facultativas do gênero Brucella.
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Uma das principais zoonoses mundiais, a brucelose, pode acometer tanto os animais silvestres quanto os ani-mais domésticos de alto valor zootécnico. O gênero Bru-
cella contém diversas espécies que são definidas princi-
palmente com base na especificidade ao hospedeiro, sendo que a maioria pode infectar seres humanos e a patologia di-fere de acordo com a gravidade da infecção (Nicoletti 1989, Boschiroli et al. 2001, Walker 2003).
Brucella abortus é o agente etiológico da brucelose bo-vina causador de uma das doenças infecciosas que causam enormes perdas econômicas à cadeia da bovinocultura de corte e de leite, devido aos prejuízos causados em conse-quência dos distúrbios reprodutivos ocasionados nos ani-mais (Poester et al. 2002, Monreal et al. 2003). Esta zoono-se é responsável por problemas sanitários e econômicos, particularmente nos trópicos e em países com pouco inves-timento nas áreas de produção de leite e carne, onde a sua incidência é alta (Poester et al. 2002).
Desde a identificação do agente etiológico da brucelo-se, vários pesquisadores têm procurado desenvolver va-cinas que sejam protetoras e não induzam a produção de 
anticorpos que interfiram no diagnóstico da doença (Brasil 2006). Em decorrência desses estudos, vem sendo desen-volvido um grande número de vacinas vivas atenuadas, mortas, de subunidades, recombinantes e de DNA, com o intuito de produzir um imunógeno que além de prevenir a infecção bacteriana em ambos os sexos, não provoque a doença nos animais vacinados, previna o aborto, promova um longo período de proteção com uma única dose, não 
interfira nos testes de diagnóstico, seja biologicamente estável e não apresente risco de reverter a virulência, não seja prejudicial aos humanos, não deixe resíduos no leite, e principalmente, que quando produzida em alta escala te-nha um baixo custo (Oliveira 2011).As espécies de Brucella apresentam características pe-culiares de resistência ao hospedeiro, induzindo infecções crônicas e persistentes, sobrevivendo e se multiplicando dentro de células fagocíticas (Oliveira et al. 2002, Sexton & Vogel 2002). Essas habilidades são determinadas pelos fatores de virulência associados a essa bactéria. O sistema de secreção do tipo IV é um dos cinco principais sistemas que são capazes de exportar moléculas relacionadas à viru-lência através da membrana de bactérias gram-negativas. 
Brucella spp. possuem um sistema de secreção do tipo IV 
codificado por um operon virB, o qual é essencial para a so-brevivência e multiplicação dentro das células hospedeiras (O’Collaghan et al. 1999).A região virB no genoma de B. abortus e Brucella suis é constituída por 12 janelas abertas de leitura (ORF, do inglês, Open Reading Frame) estruturadas em um operon, que é uma unidade genética de expressão coordenada (Boschiroli et al. 2002), sendo a proteína VirB5 um compo-nente essencial para a maioria dos sistemas de secreção do tipo IV (Yeo et al. 2003).Muitas vacinas testadas até o momento mostraram-se pouco protetoras, como as vacinas de amostras mortas, ou ainda estão em fase de testes, como as vacinas de subuni-dades, recombinantes e de DNA. As vacinas atenuadas são aquelas que são utilizadas nos programas de controle da 
brucelose, sendo duas delas recomendadas e empregadas atualmente pela Organização Mundial de Saúde Animal (OIE), a saber: a B19 e a vacina não indutora de anticorpos aglutinantes, a RB51. Ambas são boas indutoras de imuni-dade celular (Brasil 2006).No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradi-cação da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) adotou no ano de 2001 a vacina B19 contra a brucelose para a imu-nização em massa de fêmeas entre três e oito meses de idade. No ano de 2007 foi aprovada a Instrução Normativa (IN) DSA-MAPA nº13 (28/08/2007) que regulamentou o uso da vacina RB51 restringindo sua administração para fêmeas que não foram vacinadas com a amostra B19 e para fêmeas adultas não reagentes aos testes sorológicos em estabelecimentos de criação com foco de brucelose (Brasil 2007).Dentre as vacinas vivas, a amostra vacinal B19 é a mais utilizada nos programas de controle em vários países (Lage et al. 2009). Esta é uma amostra lisa, pois expressa a cadeia O em seu lipopolissacarídeo (LPS), induzindo uma respos-ta sorológica que pode produzir um resultado sorológico falso-positivo se aplicada fora da faixa etária preconizada ou em animais testados antes dos 24 meses de idade. Os testes sorológicos de referência não distinguem animais vacinados de animais infectados a campo (Cheville et al. 1993, Olsen & Tatum 2010).
A identificação molecular da amostra vacinal B19 está baseada em um gene ligado ao catabolismo do eritritol (ery) e este tem sido descrito na literatura como um impor-tante marcador na diferenciação de B19 das amostras de campo (Ewalt & Bricker 2000). As espécies pertencentes ao gênero Brucella utilizam preferencialmente a via meta-bólica do eritritol (álcool polihídrico), promovendo o cres-cimento das amostras em meios ricos na presença deste álcool. A amostra vacinal atenuada B19 sofreu uma deleção natural de 702 pares de bases (pb) no gene ery, ocorrendo a inibição do crescimento dessa amostra na presença desse álcool (Sangari et al. 2000, Miyashiro et al. 2007). Entre-tanto, foi observado que amostras da vacina B19, comer-cializadas na Índia, não possuem essa deleção, porém apre-sentaram redução da virulência em camundongos BALB/c (Mukherjee et al. 2005).  Esse dado mostra a importância da genotipagem do gene ery em amostras comercializadas, inclusive naquelas utilizadas no Brasil.A amostra vacinal rugosa RB51 não possui o antígeno--O no LPS, desta forma as amostras rugosas não interferem no diagnóstico sorológico da brucelose por não possuírem este componente responsável pela indução de anticorpos. Esta amostra foi derivada da amostra lisa e virulenta S2308 de B. abortus, obtida por passagens em meios de cultura contendo doses sub-inibitórias de rifampicina e penicilina (Schurig et al. 1991, Poester et al. 2002, Samartino 2003).A vacina RB51 de B. abortus é administrada em vários países e vem sendo utilizada como alternativa para a amos-tra vacinal B19 na prevenção da brucelose. Os animais va-cinados com RB51 mostraram maior resistência à infecção e uma diminuição da incidência de aborto (Schurig et al. 1991, Cheville et al. 1996). Entretanto, um relato de caso realizado no Irã mostrou a ocorrência de aborto após a va-
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cinação com RB51 e a presença desta amostra no feto abor-tado (Yazdi et  al. 2009).A vacina RB51 quando utilizada em dose única produz um efeito protetor em bovinos similar à vacina B19, com a vantagem de ser menos patogênica para os seres huma-nos e de ser diferenciada de isolados de campo. Porém, esta amostra tem a desvantagem de ser resistente à rifampicina, um dos antibióticos usados no tratamento contra a bruce-lose humana (WHO 1997). A amostra vacinal RB51 apresenta no gene wboA, en-volvido na síntese da cadeia O, um  elemento de inserção denominado IS711, que é um fragmento de 842 pb delimi-tado por repetições in tanden de 20pb, que interrompe a síntese da cadeia O quando inserido no gene wboA (Vemu-lapalli et al. 1999). Este elemento está presente em cinco ou mais cópias no genoma de Brucella spp., mostrando ser completamente estável em número e posição no cromosso-mo (Halling & Zehr 1990, Bricker & Halling 1994, Bricker & Halling 1995). Entretanto, diferenças no número de ele-mentos foram relatadas, como o biovar 1 de Brucella abor-
tus que possui sete cópias (Ouahrani et al. 1993, Bricker & Halling 1995, Ocampo-Sosa & García-Lobo 2008). Estes elementos, por serem segmentos discretos de DNA ligados 
ao polimorfismo da bactéria, são usados na diferenciação entre amostras de RB51 das demais variações de biova-res e espécies de Brucella (Ouahrani et al. 1993, Bricker & Halling 1994). De acordo com o pressuposto, o objetivo neste estudo foi analisar amostras vacinais B19 e RB51 comercializadas 
no Brasil, a fim de verificar possíveis mutações genéticas em relação às amostras referências.
MATERIAL E MÉTODOS
Obtenção de amostras vacinais e não vacinais. Foi reali-zada uma pesquisa junto ao Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) para a obtenção de todas as amostras vacinais B19 e RB51 liberadas para comercialização no Brasil. As amostras de referência USDA B19 (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos - USDA), e USDA RB51 foram gentilmente ce-didas pelo LANAGRO-MG (MAPA) e a amostra virulenta S2308 foi 
adquirida de coleção biológica certificada.As amostras vacinais foram adquiridas em estabelecimentos comerciais autorizados para venda destes produtos e junto ao MAPA. Estas vacinas foram produzidas por empresas brasileiras no período de 2007 a 2009. Um frasco de cada vacina RB51 foi adquirido e denominado A e B, e quatro amostras vacinais de B19 foram adquiridas e denominadas C, D, E e F. As amostras vacinais B19 denominadas G, H, I, J, L e M foram gentilmente cedidas pelo LANAGRO-MG. Todas as vacinas comerciais utilizadas neste estu-
do foram aprovadas no controle biológico, conforme determinado pelo MAPA. As amostras vacinais foram reidratadas em água des-tilada estéril, de acordo com as instruções dos fabricantes. Uma vez reconstituídas, todas as amostras foram cultivadas em meio Trypic Soy Agar (TSA) e colônias isoladas foram cultiva-das em meio Trypic Soy Broth (TSB), estocadas em glicerol 20% e armazenadas a -70°C para utilização em ensaios subsequentes. 
Meios e condições de cultivo. Para cada ensaio as amostras vacinais e as amostras de referência foram descongeladas e cul-tivadas em meio TSA por 72 horas a 37°C. Posteriormente uma colônia isolada de cada amostra foi crescida em 10mL de meio TSB a 37°C sob agitação constante por 72 horas.
Extração do DNA genômico das amostras.  Para a extração do DNA genômico, as culturas em meio TSB foram centrifugadas por 30 minutos a 3000xg. O sobrenadante foi descartado e poste-riormente foi adicionado ao sedimento 30mL de PBS 1X, pH 7,2, centrifugou-se novamente e em seguida foram adicionados ao sedimento 8mL de SDS (Dodecil Sufato de Sódio) 20% e a amos-tra foi homogeneizada por vórtex e incubada a 65°C por 1 hora. Foram adicionados 16mL de clorofórmio seguido de agitação vi-gorosa, adicionados 4mL da solução de precipitação protéica (3M C2H3KO2, 2M CH3COOH) e homogeneizado novamente. A amostra foi centrifugada a 3000xg/30 min. O sobrenadante foi coletado e tratado com 30mL de etanol P.A. gelado e homogeneizado por inversão até formar um precipitado e em seguida o material foi armazenado à -20°C por 16 horas. Na etapa seguinte o material foi centrifugado à 3000xg/15 min. O sobrenadante foi descarta-do e ao sedimento formado foram adicionados 15mL de etanol 80%. Logo após, a amostra foi centrifugada a 3000 x g/5 min e o sobrenadante descartado. O sedimento foi seco a temperatura ambiente e ressuspensso em 600 µL de água ultra pura e incuba-do a 65°C por 5 minutos. Adicionou-se 8µL de solução de RNAse (20ng/µL) e incubou-se à 37°C por 30 minutos. Posteriormente o DNA foi estocado a -20°C. A concentração e o grau de pureza dos DNAs extraídos foram avaliados em espectrofotômetro (Gene Quant®, Amersham Pharmacia, EUA), sob absorbância de 260ηm e 280ηm. Em seguida todas as amostras de DNA foram concentra-das a 100ng/µL e a qualidade das amostras foi observada em gel de agarose 1%, corado com Sybr Gold ® (Invitrogen) e visualiza-das em transiluminador ultravioleta. 
Escolha dos genes. A escolha dos genes foi baseada em dados 
da literatura balizada em estudos para a identificação e caracteriza-ção de espécies e biovares de Brucella. O par de oligonucleotídeos 
VIRB5 foi desenhado para confirmação do gênero Brucella. A inser-ção do elemento IS711 foi utilizada para genotipagem das amostras vacinais RB51 (Vemulapalli et al. 1999) e o gene ery, essencial para o catabolismo do eritritol, foi utilizado para a avaliação dos genóti-pos das amostras vacinais B19 (Miyashiro et al. 2007). Os oligonu-cleotídeos utilizados neste estudo estão listados no Quadro 1.
Amplificação dos genes pela PCR. As reações de PCR foram realizadas em um volume total de 20μl, com cada reação contendo 
100ηg de DNA, 0,03mM MgCl2, 0,25pMol oligonucleotídeos, 0,3mM dNTP`s e 1,5 U de taq DNA polimerase.
Quadro 1. Sequência dos oligonucleotídeos utilizados para identificação e verificação de 
possíveis mutações nas vacinas comercializadas Oligonucleotídeos Sequência Autor VIRB5F 5`TCTACGAAGCGGTGATGAGCG3` Este estudo VIRB5R 5`GGTGTAGATGATGTGTTGCGTG3` Este estudo ERY1 5’TTGGCGGCAAGTCCGTCGGT3’ Miyashiro et al. (2004) ERY2 5’CCCAGAAGCGAGACGAAACG3’ Miyashiro et al. (2004) IS711AF 5`TTAAGCGCTGATGCCATTTCCTTCAC3` Vemulapalli et al. (1999) IS711BF 5`TTTAGTTTGCCGTAATATAGGTCTAGAACCTGTC3` Vemulapalli et al. (1999) IS711CR 5`GCCAACCAACCCAAATGCTCACAA3` Vemulapalli et al. 1999)
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A reação foi realizada utilizando-se os DNAs extraídos das amostras vacinais B19 e RB51, das amostras de referência USDA B19 e USDA RB51, e da amostra virulenta S2308 com o par de oli-
gonucleotídeos VIRB5F e VIRB5R específicos do gênero Brucella. Para a diferenciação da amostra vacinal B19 a reação foi realizada utilizando os oligonucleotídeos ERY1 e ERY2, relacionados com a deleção dos 702 pb referentes ao gene ery (Sangari & Aguero 2000). O ciclo de temperaturas empregado foi de desnaturação a 94°C por 10 minutos e, ao final, extensão de 72°C por 10 minutos. Na primeira reação foram empregados 35 ciclos divididos em três fases: desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 68°C por 2 minutos e extensão a 72°C por 2 minutos.Também foram utilizados os oligonucleotídeos IS711AF, IS-711BF e IS711CR relacionados com a inserção do elemento IS711 no gene wboA (Vemulapalli et al. 1999).O ciclo de temperaturas empregado procedeu-se de desna-
turação 95°C por 1 minuto e, ao final, extensão de 72°C por 10 minutos. Na reação foram empregados 40 ciclos divididos em três fases: desnaturação a 95°C por 1 minuto, anelamento a 60,5°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto e 30 segundos. Duas 
diferentes amplificações de PCR foram realizadas com combina-ções de oligonucleotídeos IS711AF e IS711CR e oligonucleotídeos IS711BF e IS711CR.
A análise do produto amplificado foi realizada por eletrofo-rese em gel de agarose 1%, corado com Sybr Gold (Invitrogen) e visualizado em transiluminador ultravioleta.
RESULTADOSTodas as amostras vacinais testadas utilizando os oligonu-
cleotídeos VIRBB5 amplificaram um fragmento esperado 
de 513 pb (Fig.1), confirmando que todas as amostras são do gênero Brucella.A característica da deleção de 702 pb referente ao gene 
ery foi encontrada em todas as amostras vacinais B19 e na amostra de referência USDA B19, onde foi possível obser-
var fragmentos de 361 pb amplificados pelos oligonucleo-tídeos ERY1 e ERY2, diferente da amostra virulenta S2308 que apresentou um fragmento de 1063 pb, que correspon-de ao gene ery intacto. Os resultados da deleção do gene 
ery utilizados para a análise das amostras vacinais B19 são mostrados na Figura 2 e resumidos no Quadro 2.Na reação de PCR realizada com os oligonucleotídeos IS711AF e IS711CR foi possível verificar a inserção do ele-
Quadro 2. Resultados das amplificações pela reação de PCR para diferenciação das 
amostras virulenta S2308, vacinais B19 e RB51 e de referência USDA B19 e USDA RB51 Amostra Origem Oligonucleotídeos   virB5F/virB5R Ery1/Ery2 IS711AF/IS711R IS711BF/IS711CR Amostra A Vacinal RB51 513 pb  1300 pb 900 pb Amostra B Vacinal RB51 513 pb  1300 pb 900 pb Amostra C Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra D Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra E Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra F Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra G Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra H Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra I Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra J Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra L Vacinal B19 513 pb 361 pb   Amostra M Vacinal B19 513 pb 361 pb   USDA B19 Referência B19 513 pb 361 pb   USDA RB51 Referência RB51 513 pb  1300 pb 900 pb S2308 Virulenta S2308 513 pb 1063 pb 400 pb 900 pb
Fig.1. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene 
virB5. Resultado da PCR usando os oligonucleotídeos VIRB5F e VIRB5R; (PB) Padrão de pares de base 1 Kb Plus DNA Lad-der, Invitrogen®; (1-2) Amostra vacinal RB51 (A e B); (3-12) Amostra vacinal B19 (C a M); (13) Amostra virulenta S2308; (14) Controle negativo.
Fig.2. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene 
ery. Resultado da PCR usando os oligonucleotídeos ERY1 e ERY2; (PB) Padrão de pares de base 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen®; (1-10) Amostra vacinal B19 (C a M); (11-12) Amostra de referência USDA B19; (13) Amostra virulenta S2308; (14) Controle negativo.mento IS711 no gene wboA, observado um fragmento de 1300 pb nas amostras vacinais RB51 e na amostra de refe-rência USDA RB51, diferenciando-as da amostra virulenta S2308 que apresentou um fragmento de 400 pb, referente somente a uma região do gene wboA (Fig.3).Quando os oligonucleotídeos IS711BF e IS711CR foram 
utilizados para amplificação do elemento IS711, as amos-tras vacinais RB51, as amostras de referência USDA RB51 e a amostra virulenta S2308 apresentaram um fragmento de aproximadamente 900 pb (Fig. 4) referente ao elemento de 
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inserção IS711, pois a presença de um fragmento amplifica-do na amostra virulenta S2308 esta relacionado à presença deste fragmento em outras regiões do genoma de Brucella.
DISCUSSÃOO uso de lotes de boa qualidade das amostras vacinais B19 e RB51 é um pré-requisito fundamental para o sucesso das campanhas de vacinação contra a brucelose, pois algumas 
características in vitro, tais como alterações da fase colo-nial, têm demonstrado ser um elemento importante que afeta a atividade biológica das vacinas (Bosseray 1991). Assim, deve-se ter o maior cuidado com a qualidade das vacinas comercializadas. Segundo Milward (1995), uma va-cina não é apenas uma linhagem cultivada e testada em ani-
mais desafiados, e sim um produto que quando colocado 
nas mãos do usuário final, tem que ser confiável e fornecer os resultados esperados.No presente estudo todas as amostras vacinais e con-
troles amplificaram uma região conservada do gene virB 5, que está inserido no operon virB, presente em todas as espécies de Brucella. O operon virB é formado por 12 genes (virB1 - virB12) que codificam proteínas internas e exter-nas de membrana, sendo este um dos principais determi-nantes de virulência e sobrevivência das bactérias em meio intracelular (Sieira et al. 2000, Rouot et al. 2003).A sensibilidade ao eritritol é considerada uma carac-terística importante da amostra B19 de B. abortus, devido à deleção de 702 pb no gene ery. Todas as amostras B19 comercializadas no Brasil e testadas neste estudo mostra-ram-se com o padrão de deleção no gene ery, corroboran-do com os resultados descritos por Miyashiro et al. (2007), 
que observaram o mesmo perfil de fragmento quando di-ferenciaram as amostras de campo das amostras vacinais B19. Porém, estudos feitos na Índia constataram que as amostras vacinais HR 19 e IVRI, obtidas de coleções de cul-turas do tipo americanas (ATCC #27565), utilizadas para a fabricação das amostras comercializadas neste país, não apresentaram a deleção do gene ery. E que algumas amos-tras que possuem a deleção de 702 pb no gene ery, e apre-sentaram crescimento na presença de eritritol, ainda que baixo (Mukherjee et al. 2005).O fenótipo rugoso da amostra vacinal RB51 está rela-cionado com a inserção do elemento IS711 no gene wboA, tornando-a menos patogênica (Vemulapalli et al. 1999). As duas amostras vacinais RB51 liberadas para comercia-lização no Brasil e testadas, apresentaram a característica de inserção do elemento IS711 no gene wboA. Apesar da amostra RB51 ser menos patogênica, estudos realizados no Irã relataram casos de aborto em fêmeas vacinadas com esta amostra (Yazdi et al. 2009).A avaliação da estabilidade genética é um dos elementos essenciais para garantir a qualidade biológica de vacinas vivas contra a brucelose bovina. A genotipagem utilizando a combinação de 15 marcadores genéticos para análise de múltiplos lócus em tandem (MLVA), mostrou-se eficiente 
na identificação da variabilidade genética da amostra vaci-nal Rev1 de Brucella melitensis (Garcia-Youldi et al. 2007) e da amostra vacinal B19 de B. abortus (Miranda 2009).Os resultados do presente estudo demonstraram que as amostras vacinais B19 e RB51 comercializadas no Brasil apresentam as características das amostras padrão USDA B19 e USDA RB51, ou seja, a deleção de 702 pb no gene ery 
e a inserção do fragmento IS711 no gene wboA, respecti-vamente. Desta forma, o presente estudo corrobora com a qualidade genética, quanto à estabilidade dos genes ana-lisados, das amostras vacinais de Brucella abortus B19 e RB51 disponíveis e utilizadas em bovinos pelo PNCEBT.
Fig.4. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene IS711. Resultado da PCR usando os oligonucleotídeos IS711BF e IS711CR; (PB) Padrão de pares de base 1 Kb Plus DNA La-dder,  Invitrogen®; (1-2) Amostra vacinal RB51(A e B); (3-4) Amostra de referência USDA RB51; (5) Amostra virulenta S2308; (6) Controle negativo.
Fig.3. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da PCR do gene IS711. Resultado da PCR usando os oligonucleotídeos IS711AF e IS711CR; (PB) Padrão de pares de base 1 Kb Plus DNA La-dder,  Invitrogen®; (1-2) Amostra vacinal RB51(A e B); (3-4) Amostra de referência USDA RB51; (5) Amostra virulenta S2308; (6) Controle negativo.
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